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Imipenem/Cilastatin sodium (MK-0787/MK-0791)の

安 全 性 に 関す る研 究(第4報)

ラットにおける腎障害の他剤 との比較ならびにfurosemideお よびglycerolに よる増強効果

臼 居 敏 仁 ・久 野 博 司 ・小 林 速 雄 ・松 井 恭 子 ・花 見 正 幸

日本 メルク萬有株式会社研究所

新 しいcarbapenem系 抗生 物 質 で あ るimipenem (MK-0787)お よびMK-0787とcilastatin

sodium(MK-0791)(1:1)配 合剤 の ラ ッ トへ の 腎 障 害 性 を,cephaloridineお よびcefazolinと

比較検討 した。 さ らに,こ れ らの抗 生 物 質 を ラ ッ トにfurosemideお よびglycerolと 併 用 投 与 し腎

障害性を比較 検討 した 。

1.MK-0787お よびMK-0787とMK-0791配 合 剤 を 投 与 可 能 な 最 大 量 で ラ ッ トに21日 間 に

わた り静脈 内投与 して も,腎 へ の障 害 性 は 認 め られ な か った 。Cefazolinの ラ ッ ト腎 へ の障 害 性 は

認め られ なか った。Cephaloridineで は 腎 障 害 性 が 認 め られ,尿 細 管 上 皮 細 胞 の障 害 と修 復 の経 過

は尿検査,尿 中酵 素 活性 お よび血 清 生 化 学 的 検 査 の変 化 と相 関 して いた 。

2.Furosemideお よびglycerolを 投 与 す る こ とに よ り一 過 性 の 腎 障 害 を起 こ した ラ ッ ト に

cephaloridineを500mg/kgの 用 量 で投 与 す る と腎 障 害 は 増 強 され た 。 一 方,MK-0787,MK-

0791,MK-0787とMK-0791配 合剤 ま た はcefazolinを そ れ ぞ れ600,600,600/600ま た は600

mg/kgの 用量 で併 用投 与 して もfurosemideお よび91ycerolに よる腎 障 害 は増 強 され な い こ とが

確認 された。

Imipenem (MK-0787)は,米 国 メル ク社 研 究所 で開

発された新 らしいcarbapenem系 抗 生 物 質 で,広 範 囲

の菌種に対 し,強 い抗 菌力 を 示す 。Cilastatin sodium

(MK-0791}縁 腎 のdehydropeptidase-I阻 害 剤 で あ

り,MK―0787の 代謝 を 抑制 してMK-0787の 尿 中 回収

率を増加 させ るた めに開 発 され た り。

MK-0787,MK-0791お よび それ らの配 合 剤 に 関 す る

広範な毒性試験が 各種 実験 動物 を 用 い て実 施 され,腎 の

ほかには毒性を示 す 所見 は 認 め られ て い ない2)
。MK-

)787の 腎毒性の程度 は,使 用 す る動 物種 に よ り 異 な リ

ウサギではcephaloridine(CER)と 同 程度 で あ
った2)。

腎毒性が発現 しない最大 量 は ウサ ギ で は50mg/kg/day

であり,サ ルでは120mg/kg/dayと 腎毒 性 は 弱 く
,ま

たラッ トでは1000mg/kg/dayで も腎毒 性 は 認 め られ な

かった。

上田らは8),ラ ッ トお よび ウサギ を 用 いた 抗 生 物 質 の

腎障害性を検定す る 標 準試 験 法を 提 唱 し
,従 来 か ら 多

くの抗生物質に応 用 して い る
。 今 回 そ の方 法 に 準 じ て

MK-0787お よびMK -0787とMK-0791配 合 剤 の ラ

ット腎への障害性 を検討 した
。 また,抗 生 物質 を 利 尿 剤

と併用投与す ると腎毒 性は 増強 す る こ とが 知 られ て い る

ことから4)～6),利 尿剤 と して広 く使 用 され て い るfuro.

semideとglycerolを 用 い て ラ
ッ トに おけ る 腎 障 害 性

を合わせて検討したので,こ れらの結果を報告する。

1。 実験材料および実験方法

1.使 用薬物

Imipenem (MK-0787, 米国メルク社研究所), cilas-

tatin sodium (MK-0791, 米国 メルク社研究所), cefa-

zolin (CEZ, 藤沢薬品), cephaloridine (CER, 藤沢薬

品), furosemide (Bulgaria"Pharmachim") お よ び

glycerol (日本油脂)を 用いた。

MK-0787溶 液 は0.3%炭 酸 水 素 ナ トリウ ム と混 和

し,注 射 用 蒸 留 水 に 加 温 溶 解 した 。MK-0787/MK-0791

Fig. 1 Average body weight curves in male rats
treated with MK-0787, MK-0787/MK-0791,
other cephalosporins for 21 days
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Table 1 Renal function after a single administration of MK-0787, MK-0787/MK-0791 or other cephalosporiis

in rats

*: Significantly different from the control (p s0.05, LSD)-

: Normal or negative,•}: Very slight,+: Slight,++: Moderate,+++: Marked

a: Mean•}S. D.

u: Number of animals

溶 液 は,予 めMK-0791を 注 射 用蒸 留 水 に 溶 解 し,そ

れ をMK-0787と0.3%炭 酸 水 素 ナ トリウ ムに 混 和 し

た のち 加 温溶 解 した 。MK-0791,CEZお よびCERは

注 射 用 蒸留 水 に 溶解 した 。 調製 液 は,0.2Zmicronの

MiUex(R)-GSフ ィル タ ーで 濾 過 し た。Furosemideは

0.5%メ チル セ ル ロー ス水 溶液(400cps)に 懸 濁 し,

glycero1は 同 容量 の生 理 食塩 液 にて 希 釈 して 使 用 した。

これ らの薬 液 は,い ず れ も投 与 日に 調製 し,特 にMK-

0787とMK-0787/MK-0791は,調 製 後30分 以 内 に使

用 した 。

2.実 験 計 画

1)21日 間 にわ た る連 続 投 与 実験

生後7～8週 齢 のSD系 雄 ラ ッ ト(Crj:CD,日 本 チ

ャー ル ス ・リバ ー(株))50匹 を10匹 ず つ下 寵 め5群 に

配分 し,所 定 の薬 物 を1日1回21日 間 に わ た り 静 注

した。

(1)対 照群:生 理 食 塩 液10ml/kglday,

(2)MK-0787群=900mg/kg/day

(3)MK-0787/MK-0791群:900/900rng/kg/day

(4)CEZ群:900mg/kg/day

(5)CER群:750mg/kg/day

MK-0787/MK-0791群 で初 回投 与後 に2例 が死亡し

た た め,投 与 第2日 よ りMK-0787お よびMK-0767/

MK-0791両 群 の用 量 を そ れ ぞ れ600お よび6001600

mg/kg/dayに 下 げ た。

体 重 を 週 に2回 測 定 す る と とも に,症 状を毎 日観察し

た。 投 与 前,投 与1,7お よび21回 処 置後 に各群5匹 の

動 物 を 代 謝 ケ ー ジに 収 容 した。16時 間 尿を採耽 し,蛋

白,糖,ビ リル ビ ン,潜 血(以 上Multistix(R)),尿 沈渣

(Kova(R)system)を 検査 し,尿 量,N-acetyl-β-D-91u-
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Table 2 Renal function after 7-day administration of MK-0787, MK-0787/MK-0791 or other cephalosporins
in rats

*: Significantly different from the control (p<0
.05, LSD)-

: Normal or negative , •} : Very slight,+: Slight,++: Moderate,+++: Marked

a: Mean•}S .D.

b: Number of animals

cosaminidase(NAG ,LocKwooD&BosMAN類 の変 法7)),

γ.glutamyl transpeptidase(γ-GTP,SZASZの 変 法),

1ysozyme(LITWACKの 変 法8))を 測 定 した
。 採 尿 後 ェ ー

テル麻酔下 に眼 窩静脈 叢 よ り採 血 し
,血 清 尿 素 窒 素

(BUN,酵 素法)お よび ク レア チ ニ ン(JAF踏 法)を 測 定

した。

投与第8日 目お よび第22日 目に それ ぞ れ 各 群 の1～

3匹 お よび6～7匹 を屠 殺 し
,腎 を観 察 す る と と もに そ

の重量を測定 した。つ い で ホル マ リ ン液 に 固 定後hema .

t。xylin-eosin染 色切 片 を作 成 し
,鏡 検 した。試 験 期 間 中

に死亡 した動物 は 肉眼 的病 理 検査 を実 施 した
。

2)Furosemideお よびglycerolと の併 用 実 験

生 後5週 齢 のSD系 雄 ラ ヅ ト(Crj:CD)35匹 を5匹

ず つ 下 記 の7群 に配 分 し,所 定 の薬 物 を単 回 投 与 した。

(1)対 照 群; 生 理 食 塩 液10ml/kg, 1.V.

(2)F+G群: furosemide 50mg/kg+50%glycer-

ol2ml/kg, S. C.

(3) MK-0787+F+G群: MK-0787600mg/kg,

1.V.+F+G

(4) MK-0791+F+G群: MK-0791600mg/kg,

1.V.+F+G

(5)MK-0787/MK-0791+F+G群: MK-0787/

MK-0791600/600mg/kg, 1.V.+F+G

(6)CEZ+F+G群: CEZ 600mg/kg, 1.V.+F+G
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Table 3 Renal function after 21-day administration of MK-0787, MK-0787/MK-0791 or other cephalosporins
in rats

*: Significantly different from the control (p<0 .05, LSD)-

: Normal or negative,•}: Very slight,+: Slight

a: One animal died on Drug Day 12 .

b: One animal died on Drug Day 11 .c

: Mean•}S.D.

d: Number of animals

(7)cER+F+G群:cER500mg/kg,1.v.+F+G

動物は代謝ケージに入れ,投 与前約16時 間と投与後

約24時 間飼育 した。投与前,お よび投与4お よび24

時間後に 尿 を採 取 し,尿 量,1ysozyme,γ-glutamyl

ranspeptidaseを 測定 した。また,pH,糖,蛋 白,ビ リ

ルピン,潜 血および尿沈渣を検査した。

投与前および投与約24時 間後にエーテル麻酔下に眼

窩静脈叢より採血 し,血 清尿素窒素および クレアチニン

を測定 した。

最終採血後,腎 を摘出して,肉 眼的に観察するととも

に重量を測定した。ついで,組 織学的に検索 した。

実験結果は分散分析および最小有意差 限 界 法(LSD

Test)を 用いて統計学的解析を行った。すベての統計学

的解析は有意水準5%で 実施 した。

II.実 験 成 績

1.21日 間 にわたる連続投与実験

(1)一 般状態の観察

MK-0787/MK-0791群 の2例 が1回 投与後に死亡し,

同群の1例 が11回 投与後に死亡 した。MK-0787群 の

1例 も12回 投与に死亡した。これらの動物は間代性痙

攣を呈 し,投 与後1時 間以内に死に至った。剖検では何

ら変化は認められなかった。

MK-0787群 の1例 が1回 投与後一過性に運動失調を

示した。 また,CER群 では投与直後の流挺が時折認め

られた。

MK-0787,MK-0787/MK-0791お よびCER群 の体

重は,試 験終了時,対 照群 と比べ,そ れぞれ14,16お

よび26%の 増 加抑制を示 した(Fig.1)。

CEZ群 の一般状態の観察では,何 ら異常は認められ

なかった。

(2)尿 の定量的検査値

各群の尿量,NAG,γ-GTPお よ びlysozyme値 を
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Table 4 Pathological changes of kidneys after 7-day administration of MK-0787,

MK-0787/MK-0791 or other cephalosporins in rats

-

: Normal,++: Moderate,+++: Marked

a: Mean•}S.D.

Table 5 Pathological changes of kidneys after 21-day administration of MK-0787,

MK-0787/MK-0791 or other cephalosporins in rats

*: Significantly different from the control (p<0.05, LSD)

a: Mean•}S .D.-

: Normal,+: Slight

TaDle1～3に 示 した。

1回 投与後 では,CER群 の尿 量 が 統 計 学 的 に有 意 に

増加 し(Table1),そ の後 も増 加 傾 向 が 認 め ら れ た

(Table2,3)o

尿中酵素活性につ いては,1回 投 与後(Table1)に

MK-0787ま ち はCER群 のNAG値 が 統 計 的 に 有 意 に

減少した。 また,1回 投 与後 また は7回 投 与後(Table

1,2)に,そ れぞれCERま た はMK-0787/MK-0791群

の γ-GTP値 が統 計学 的 に有意 に増 加 した。MK-0787,

MK-0787/MK-0791 ,CEZま た はCER群 の1ysozyme

値は,1,7ま た は21回 投与 後 に 対 照群 に比 べ て 高 い 傾

向を示 し,そ の うちCER群 の1回 投 与 後 の1ysozyme

値の変動は統計学 的に有 意 で あ った 。

(3)尿 の定性 的検査 値

MK-0787,MK-0787/MK-0791お よびCEZ群 の 尿

の定性的検査値(Table1 ,3)に は,薬 物 投 与 に 関 連 す る

変化は認め られ なか った。

CER群 では,1お よび7回 投与 後 に 上 皮 細 胞 が 尿 に

排泄され,7回 投 与後 に粗 穎 粒 円柱 が 排 泄 され た(Ta.

ble1,2)。 しか し
,こ れ らの変化 は,21回 投 与 後 に は 観

察されなか った(Table3)。

(4)BUNお よび クレアチニン値

MK-0787/MK-0791群 のBUN値 は1回 投与後に統

計学的な有意差をもって若干減少した(Table1)。

MK-0787,MK-0787/MK-0791お よ びCEZ群 の

BUNお よびクレアチニン値には生物学的に意味のある

変化は認められなかった(Table1～3)OCER群 では,

1回 投与後に軽度ではあるが,統 計学的に有意な クレア

チニン値の増加(Table1)が 認められ,7お よび21回

投与後には軽度ではあるが統計学的に有意なBUNの 増

加(Table2,3)が み られた。

(5)腎 重量および腎の病理学的所見

腎重量および腎の病理学的所見はTable4,5に 示 し

た。

MK-0787ま たはMK-0787/MK-0791群 の腎重量は,

軽度ではあるが統計学的に有意に増加 した(Table5)。

腎 の組織学的検査においては,こ れらの群に異常な変化

は認められなかった。

CEZ群 の腎重量 および 腎の組織学的検査に異常な変

化は観察されなかった。

一方,CER群 では肉眼的に腎の腫大,槌 色が観察さ

れた。組織学的には7回 投与後に屠殺 した動物の腎に近
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Table8 Pathological changes of kidneys in rats treated with MK-0787,  MK-0787/MK-0791

or other cephalosporins in combination with furosemide and glycerol

a: Mean±S .D.

*: Slgnificantly different fromthe control (p≦0 ,05,LSD)

-: Normal
,+:Slight,++lModerate

位尿細管上皮緬胞の限局性壊死および尿細管上皮の再生

を示す好塩基性近位尿細管上皮細胞がみられ た(Table

4)。 また,21回 投与後に屠殺 した同群の動物には,好 塩

基性尿細管上皮細胞が認められた(Table5)。 そ の他近

位尿細管の限局性拡張 も観察された。

2.Fumosemideお よびglycerolと の併用実験

1)尿 の定量的検査値

各群の尿量,γ-GTPお よびlysozyme値 をTable6,

7に 示 した。

はじめの0～4時 間尿(Table6)で は,F+G群 に著

しい尿量の増加,γ-GTPお よびlysozyme値 の上昇が認

あられた。MK-0787+F+G,MK-0787/MK-0791+F

十G,MK-0791+F+G,CER+F+G,CEZ+F+G群

では,F+G群 と比べて大差は認められなかった。4～24

時間尿(Table7)で は,F+G群 の尿量,γ-GTPお よ

びlysozyme値 は,増 加または増 加傾 向を示 した。

CER+F+G群 では,F+G群 と比べて尿量およびiyso-

zyme値 が高い値を示 したが,他 の併用投与群ではF+

G群 と比較 して大差は認められなかった。

2)尿 の定性的検査値

各群における尿の定性的検査値はTable6,7に 示す

とおりで,投 与4時 間後および24時 間 後の尿 で は,

furosemideとglycerolを 併用 した各群にヘモグロビン

尿が観察された。また,少 数の上皮細胞の尿への排泄が

furosemideとglycerolを 併用 した各群に認められた
。

MK-0787+F+G群 およびCER+F+G群 の投与4時

間後の尿の検査では,硝 子様円柱が認められた。CER+

F+G群 の投与24時 間後の尿の検査では,1例 に上皮

細胞の排泄の増加(中 等度),2例 に粗顆粒円柱の 排泄

が認められた.

3)BUNお よびクレアチニン値

BUNお よびクレアチニン値はTable7に 示すとお

り,薬 物投与に関連する変化は認められなかった。

4)腎 重量および腎の病理学的所見

F+G群 の腎重量は対照群と比べて軽度に増加し,組

織学的検査において近位尿細管直部に変性が認められた

(Table8)。

MK-0787/MK-0791+F+G群 の腎臓は,肉 眼的に樋

色がみられたが,組 織学的な変化はF+G群 と同様で

あった。MK-0787+F+G,MK-0791+F+Gお よび

CEZ+F+G群 の動物においてもF+G群 に観察された

組織学的変化以外は認められなかった(Table8)。

CER+F+G群 では,F+G群 に認められた組織学的

変化に加えて,近 位尿細管曲部に限局性の急性壊死が認

められた(Table8)。

III.考 察

MK-0787お よびMK.0787とMK-0791(1:1)配

合剤のラット腎への障害性を上田ら3)の方法を用いて検

討するとともに,CERお よびCEZの それと比較した。

また,抗 生物質を利尿剤と併用投与した場合,腎 毒性が

増強することが報告4,～6)され ていることから,MK-0787

お よびMK-0787とMK-0791配 合剤についてfurose-

mideとglycemol併 用時の腎毒 性を検討 し,CERと

CEZの それ と比較 した。

1.21日 間にわたる連続投与実験

MK-0787お よびMK-0787/MK-0791群 では,死亡

お よび体重増加の抑制が認められたことから,今回使用

した 用 量(投 与 第1回 目900mg/kgま た は9001900

mg/kg,投 与第2回 目以後600mg/kgま たは600/600

mg/kg)は,ラ ットへの連続投与可能な最大量と考えら

れた。これらの群のNAGお よびγ-GTP活 性は統計学

的に有意に変動したが,個 別データはいずれも正常変動
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範囲内にあ り,生 物 学的 に有意 な変 化 とは考 え られ なか

った。また,腎 重量 が統 計 学 的 に有 意 に増 加 した が,

腎の組織学的 な変化 は認 め られ なか ったた め,腎 重 量 の

変動は薬物投与 に よる腎障 害 に関 連 す る変 化 とは 考 え ら

れなかった。

CEZ900mg/kg/day群 では,腎 の機能 的'形 態 学 的 変

化は認められなか った。

CER750mg/kg/day群 では,1回 投 与 後 に 尿 量 お よ

び尿中lysozyme活 性が 有意 に増 加す る と と もに 上 皮 細

胞お よび粗顆粒円柱 の尿中 排泄 が み られ た 。 尿 糖,尿 蛋

白,BUNお よび クレアチ ニ ンに は毒 性 学 的 に有 意 な変

動が認め られ なか った こ とか ら,NGAHAお よびPLUM-

純ER9),ATKI饗soN10)ら が 報告 した通 り,尿 中lysozyme活

性,尿 沈渣中の上皮 細胞 お よび 円 柱が,腎 障 害 の鋭 敏 な

指標であることを確 認 で きた。 近 位 尿 細 管上 皮 細 胞 の

Iysozomalenzymeで あ るNAG11)お よび上 皮 細 胞 の刷

子縁に局在す ると報 告 され て いる γ-GTP12)も 統 計 学 的

に有意に変動 したが,個 別 デ ータは い ずれ も正 常 変 動 範

囲内にあ り,生 物学的 に意 味 あ る変 化 とは考 え られ なか

った。7回 投与後 には,BUNの 軽 度 の増 加 お よび 粗 顆

粒円柱 の排泄がみ られ,組 織 学的 に尿 細 管上 皮 細 胞 の限

局性壊死お よび再生 した 上 皮細 胞 が 認 め られ た 。21回

投与後には,BUNが 軽 度 に増 加 して い る も の の尿 中 酵

素活性お よび尿 沈渣 に異常 は認 め られ ず,組 織 学 的 に も

尿細管上皮細胞 の壊死 は認 め られ なか った。 す なわ ち,

CERを 連続投 与 して い るに もか か わ らず 尿 細 管 上 皮 細

胞は再生過程 にあ った。 これ らはPREscOTTお よびAN.

SARI13),ScOTT14)ら ,HOUGHTONら15)お よび 田村 ら6)の 報

告にあるように再 生 した 上皮 細 胞 のCERに 対 す る 感受

性が低下 した ことに関連 す る もの と考 え られ た 。

以上の成績 か ら,こ れ ら抗 生物 質 の ラ ッ トに お け る腎

障害性を比較す るとCER》CEZ,MK-0787,MK-0787/

MK-0791の 順 であ った。

2.Furosemideお よびglycerolと の併 用 実 験

Furosemide-glycerol群 でをま,投 与4時 間 お よび24時

間尿の検査で ヘモ グロ ビ ン尿,上 皮 細 胞 の 排泄 ,尿 量 の

増加,γ-GTPお よびlysozyme活 性 の増 加 が 認 め られ
,

阻織学的に近位尿細 管 直部 の変 性 が 観 察 され た
。 こ の変

化はfurosemide-glycerol投 与 に よ り生 じた 修復 可 能 な

腎障害 と考 え られた。

MK-0787,MK-0791
,MK-0787/MK-0791ま た は

CEZをfurosemide-glycerolと 併用 した 群 では
,furo-

iemide-glycerol群 に認 め られ た 腎 の 機能 的
'形 態 学 的

変化以外は認め られ な か った
。

これに対 して'CERとfurosemide-glycerolの 併用 群

ぐは,furosemide-glycerol群 に比 べ
,尿 中lysozyme活

性の上昇,上 皮細胞の尿中排泄の増加および粗穎粒円柱

の排泄が認められ,さ らに近位尿細管曲部に限局性の壊

死が観察された。別に実施した実験では,CER500mg/

kgの 単独投与は,他 にも報告6}されているごとく腎障害

を惹起 しなかった。

以上の成績か ら,本 実験においてCERの 腎毒性は,

LAwsoNの 報告のごとく,furosemide-glycerolに よ り増

強されることが確認された。一方,同 一条件下で検討 し

たMK.0787,MK-0791,MK.0787/MK-0791と 対照と

して用いたCEZで は,利 尿剤による腎毒性の増強効果

は認められなかった。

(実験期間:昭 和58年6月1日 ～同年10月26日)
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TOXICOLOGICAL STUDIES OF IMIPENEM/CILASTATIN SODIUM (IV)

COMPARISON IN THE RAT OF NEPHROTOXICITY WITH THOSE OF
CEFAZOLIN AND CEPHALORIDINE AND EFFECT ON

NEPHROTOXICITY OF COADMINISTRATION

WITH FUROSEMIDE AND GLYCEROL

TOSHIMI USUI, HIROSHI KUNO, HAYAO KOBAYASHI, KYOKO MATSUI

and MASAYUKI KEMI

Research Laboratories, Nippon Merck-Banyu Co., Ltd.

These studies were undertaken to evaluate the nephrotoxicity of imipenem (MK-0787), MK-0787 and
cilastatin sodium (MK-0791) at a combination ratio of 1: 1, cephaloridine and cefazolin in rats as
well as the nephrotoxicity of these antibiotics when coadiminstered with furosemide and glycerol.

1. Nephrotoxicity was not observed in rats treated intravenously with MK-0787 or MK-0787/MK-
0791 at the maximum administrable dose (600, 600/600 mg/kg/day) for 21 days. The sequence of

proximal tubular damage and repair observed during the course of cephaloridine administration was
well correlated with the changes in urinalysis, urinary enzyme activity and serum biochemistry,
while cefazolin as another reference antibiotic did not induce nephrotoxicity. No similar changes
were seen with MK-0787 or MK-0787/MK-0791.

2. MK-0787, MK-0791, MK-0787/MK-0791, or cefazolin at dose levels of 600, 600, 600/600 or 600
mg/kg did not potentiate the nephrotoxicity caused by injection of furosemide and glycerol. Enhanced
nephrotoxicity of cephaloridine at dose level of 500 mg/kg was observed when it was coadministered
with furosemide and glycerol.


